




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Nevertheless,  attempts  to  use  MECs  to  further  treat  anaerobic  effluent  for 
obtaining  a  higher  quality  effluent  is  challenging.  First,  in  an  MEC  originally 
inoculated with an  environmental  sample  (e.g., activated  sludge), methanogens  can 
easily  divert  the  reducing  powers  from  organic  substrates  to methane  production 
when  fermentable  substrates are present  (He et al., 2005, Clauwaert and Verstraete, 
2009, Lee et al., 2009b, Cusick et al., 2011).  Second, although ARB can readily utilize 






























































































































































































































































































































In  summary,  the  syntrophy  observed  in  cellulose  degradation  and  under 
chemolithotrophic  conditions  indicate  that new  syntrophy  can be  established when 
special functional microorganisms are introduced to degrade their favorite substrates 
together with ARB during anode respiration. Meanwhile, the syntrophy from ethanol‐
MECs  and  glucose‐utilizing  MECs  imply  that  homoacetogens  would  be  a  strong 



































Step 1:  7CHସ	ሺaqሻ + 8SOସଶି + 5Hା7HCOଷି ሺgሻ ൅ 11HଶO + 4HSଶି 	  (2‐1a) 
Step 2:  4HSଶି + 4HଶO 7HSି +  5Hା +SOସଶି                                      (2‐1b) 
 




































































































































































































































































































































































































































































































































































   TSS  VSS  TSS  VSS 
Digestate  1,164.67±162.27  911.22±281.41  1,177.67±217.50  565.71±148.76 
MEC 
effluent  441.85±201.59  294.00±125.20  554.57±160.12  310.00±102.14 
TCOD  SCOD  TCOD  SCOD 
Digestate  3,219.21±341.81  2,063.61±354.47  3,606.82±459.79  2,776.91±398.19 
MEC 















































































































































































































































































































































































































































































































































































































Thermoplasmata  Thermogymnomonas  2  0  0  13  6 
Thermoprotei  Thermofilum  0  0  0  0  1 
Unclassified 
Euryarchaeota 




































































22.7  2.4  0.64  ‐  (Esteve‐
Núñez et 
al., 2005) 




7.6  0.28  180‐430  ‐  (Lee et al., 
2010) 









































































































































































































































































































































































1  0.00651  0.003  217.0% 
2  0.01286  0.0065  197.8% 




































































































































































































































































































































































































































































The ratio of  ܥଵଷ  to  ܥଵଶ  can be calculated with equation 5‐2 (Mackenzie and Lerman, 
2006). 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.181  12.112  1.181  6.502  1.181  8.106 
4.492  46.062  4.492  24.727  4.492  30.826 
5.670  58.140  5.670  31.211  5.670  38.909 
8.549  87.654  8.549  47.055  8.549  58.661 












































































Sample  δ13C  Result  Repeat  δ13C  Result  Repeat 




















































































Initial/end  Initial  end  Initial  end  Initial  end  Initial  end 
Dissolved CH4 
(mg/l) 
Average  6.836  0.166@  5.773  0.192  9.342  0.166@  4.935  1.005 
Standard 
deviation 
0.849  ‐  1.042  0.170  1.297  ‐  ‐  ‐ 
Duration of each cycle (day)  8.95  5.23  6.71  6.14 
Final dissolved CH4 if no 
biodegradation (mg/l)* 
6.209  5.504  8.736  4.649 
Δ CH4 due to biodegradation 
(mg/l)# 
6.043  5.312  8.570  3.645 





































CH4 (aq) + 3H2O HCO3‐ +9H++8e‐  ‐24.9  ‐24.3  0.25 
NO3‐/ 
NO2‐ 






CH4 (g) + 2H2O CO2(g) +8H++8e‐  ‐23.5  ‐23.4  0.24 
Fe(OH)3/ 
Fe2+ 





CH4 (aq) + 3H2O HCO3‐ +9H++8e‐  19.9 (Δܩ௢ )  ‐46.6 
(Δܩ ) 
0.48 
electrode    N/A  N/A  N/A  ‐0.2  ‐38.6  This study 
  CO2(g)/
CH4 (g) 
CH4 (g) + 2H2O CO2(g) +8H++8e‐  ‐23.5  ‐24.3‡  0.25 
 
#: the Gibbs free energy are computed according to the in vitro concentrations 
*: SHE stands for standard hydrogen electrode  
‡: Measured values at the end of batch incubation, average of triplicate measurements, 
CO2=0.003187 atm, CH4=0.135 atm, pH=7.4 
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F. Collection of background current density from sandwich‐type 
microbial electrochemical cells (Phase III) 
 
After the biofilm anode was sampled for the second SIP analysis, the residual 
anolytes (~250 ml) after dissolved methane quantification were filtered through 0.45 
μm syringe filters (Nylon, Cole‐Parmer Canada).  The filtrate was re‐injected into the 
anode chambers, which were cleaned thoroughly and sterilized while fresh 
deoxygenated mineral medium was used to make up the lost volume. The media 
were purged by methane gas for over 40 minutes. The same catholytes were used for 
these abiotic MECs. These cells were operated in the same condition for collecting 
background current density. This operation lasted for around 80 days. 
 
 
 
Figure A7. The background current from two identical microbial electrochemical 
cells. The anolytes that were collected after the biofilm anodes were sampled. New 
carbon fiber was used for the electric current collection. The insert highlights the 
difference between background current and the electric current when active AOM‐
biofilm anode is present (horizontal line).  
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G. Reasons for inconsistency in the microbial community structures in 
the control microbial electrochemical cell and the functional microbial 
electrochemical cell during SIP tests 
 
The DGGE profiles from the control reactor show different dominant species from 
these in the functional reactor. The difference may be attributed to three reasons: (1) 
Due to the limitation of space, the first control reactor was not operated in parallel 
with the functional reactor. Instead, the control sample was the same as that used to 
inoculate the functional reactor. The new reactor was further enriched for four 
months during which continuous methane gas supply was adopted (Figure 5‐2, 
phase II, the anode of MEC 1 was sacrificed for sequencing and was completely 
regrown). The microbial community could have undergone a shift during this 
enrichment phase. A long term shift or continuous variation of an AOM community 
was shown to exist in nitrite‐dependent AOM (Haroon et al., 2013) where some 
archaeal species disappeared after long term incubation; (2) the second control 
reactor was inoculated by the anolyte from a functional reactor (Figure 5‐2, phase III), 
not the anode biofilm. Although this method was recommended and followed by 
MEC researchers for growing ARB, it seems not appropriate for transferring AOM 
community from one reactor to another. Apparently, the successful growth of 
Geobacter species shown in Figure 5‐8 supports this speculation. In future studies, a 
direct transfer of biofilm is recommended; (3) Two different sets of primers were 
used during the PCR amplification of archaea in the fractionated DNA samples, and 
the selective amplification can lead to different compositions of the final products. 
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H. Additional two‐dimensional FISH images of the dissolved methane‐
oxidizing consortium on anode fibers 
 
 
Figure A8. Additional two‐dimensional FISH images from AOM consortium on carbon fibers. 
The three images in the top box (630X) are the hybridized samples observed via a Zeiss 
Axiovert 200 equipped with a Zeiss LSM510‐Meta confocal module. The two images in the 
bottom box (400X) are observed by a Zeiss epifluorescence microscope (Axio Scope.A1). 
